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はじめに
当院検査部では、始業時の業務を簡素化す
る目的で1）、自家製プール血清（以下プール血
清）による精度管理に臨床的許容範囲 2〜 4）を
用いた運用を行っている。プール血清は、生
化学大型分析機器で分析される全項目（正常
域と異常域の二濃度）を測定し、始業時の業
務効率化に大変有用である。プール血清は古
くから精密度（precision）の管理として用い
られているが 5,6,8）、篠原、澤部らの報告を参考
にプール血清の作製を行っていた。特に異常
域プールの調整は煩雑であり、またフィブリ
ン析出等によるデータのバラツキが問題で
あった。プール血清の作製にはパニック値の
検体を収集するなど試行錯誤を繰り返し、多
くの時間と手間を要していた。過去にはプー
ル血清を作製利用していた検査室も多く 5〜 9）、
それらを参考に作製を行った。前述の問題点
を解消する為に、作製の効率化とデータの安
定性が課題であった。
今回我々は、プール血清の貯蔵法の工夫と
希釈濃度予測調整法を試み、安定したプール
血清作製法を考案したので報告をする。
対　象
対象は、当院の測定項目（生化学 38 項目　
免疫 9項目）を測定する正常域濃度プール血
清（以下ノーマルプール）と異常域濃度プー
ル血清（以下アブノーマルプール）とした。
測定機器は日本電子 BioMajestyJCA–BM6070
（以下 BM）を用いた。
方　法
保存条件
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検体からプール血清を収集した。但し、溶血、
乳ビ、透析患者、感染症陽性検体は使用不可
とした。
ノーマルプールは、測定実施項目において
すべて基準値範囲内の健康診断及び人間ドッ
ク受診者の残血清から収集した。アブノーマ
ルプールは全患者の残血清を対象とし、測定
実施項目の基準値範囲外検体を用いた。
各保存ボトルと保存目安値の設定は、プー
ル血清作製ワーキンググループ（WG）で決定
した。表 1 に示す様に、蛋白、脂質および各
臓器別に保存ボトルを準備した。保存目安値
は、特にビリルビンボトルで TB2.0mg/dl 以
上と極異常値を示す患者検体を収集した（表
1）。
結　果
１．プール保存方法
1）ノーマルプール（図 1）
検体試験管のまま 4℃（冷蔵庫）に保存し、
その後－ 80℃（ディープフリーザー）で週一
回程度空きボトルに追い溜めをした。目安量
は約 3ヶ月分の必要量である 150ml とした。
2）アブノーマルプール（図 2）
ノーマルプールと同様に 4℃で保存後、週一
回程度で各異常血清ボトル（ファルコンチュー
ブ等を使用）に－ 80℃で追い溜めをした。
２．融解から－ 80℃保存の過程（図 3．4）
－ 80℃に保存された残血清ボトルを、速や
宇賀田　章乃・山口　孝一・川口　貴子・赤坂　寿美子・大畑　雅彦
429自家製プール血清による生化学項目の精度管理－プール血清作製法－
かに流水で融解した（濃度調整後はノーマル
プール・アブノーマルプール共に同様の処理）。
攪拌後遠心操作（3500rpm10min）により沈殿
物や浮遊物を取り除き、ガーゼとナイロンメッ
シュ（孔径 30 μm）で濾過後 2ml 保存用ピペッ
トチューブに分注し、密封後速やかに－ 80℃
で凍結保存した。
３．プール血清濃度調整（図 5）
ノーマルプールは特に濃度調整は施行しな
かった。アブノーマルプールは、各異常残血
清ボトルを融解後ボトルごとに 47 項目を測
定した。測定結果は、図 5 に示す Microsoft
officeExcel で作製した自動表計算可能のオ
リジナルシートに入力し行った。このオリジ
ナルシートは各異常域ボトルの測定値を項目
別に平均値を算出し、更に希釈係数を入力す
ると作製される予測濃度を自動計算できる様
にプログラムした。特に今回、我々はビリル
ビン及び膵機能ボトルを中心に希釈係数を入
力した。濃度決定後、ノーマルプール同様に
150ml の必要量を調整混和した。
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以上の様に作製するとノーマルプールの各
測定項目濃度は、ほぼ基準値範囲内の濃度に
作製できた。アブノーマルプールにおいては、
ビリルビン高値ボトルをベースに濃度調整を
行った結果 22 項目の基準値外濃度調整に成功
した（図 6）。
４．安定性の検討
安定性が悪いとされるALTにおけるノーマ
ルプールの CV値は 3.5％、アブノーマルプー
ルのCV値は 2.2％と良好であった（図 7）。
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考　察
プール保存条件とプール保存方法及び融解
から－ 80℃保存の過程は千葉大法9）を参考とし
た。溶血と乳ビ検体はプール保存条件から除
外し、またフィブリンに関しては透析患者の
血清を除外することにより、使用時のフィブ
リンによる分析エラーは殆んど確認されなく
なった。作製者の安全を計り感染症陽性患者
血清もプール保存条件から除外した。
アブノーマルプール作製において、今回我々
はビリルビン高値例を中心に検体採取するこ
とを心がけた。これは肉眼的ビリルビン強陽
性血清で特に直接ビリルビンの高値疾患は、
肝・胆道系疾患である。肝機能・膵機能項目
が高値となり、表 1で示す多くの項目におい
て異常域を網羅できる結果となった。しかし
ビリルビンは光により分解されるため、直射
日光や蛍光灯の真下に長時間放置するとその
値が減少する傾向がある。従って主にビリル
ビン値の安定性を保つ為に濃度調整後の分注・
密封・－ 80℃凍結保存は速やかに施行するこ
とが重要と考える。この様な作製手順の工夫
が、CV値の低いプール血清作製の成功に繋
がったと考える。
当院は健康管理センターを併設しており
ノーマルプールの収集は安易であった。健康
診断及び人間ドック受診者の依頼項目は、プー
ル対象測定項目（47 項目）全てを網羅してい
ない。しかし、実施項目の基準範囲内検体の
プールで殆どの項目が基準範囲内であった。
これは、Hoffman&Waid により発表された正
常者平均法（averageofnormalsmethod）11）
を用いた内部精度管理法が有効であったこと
を示している。以前、カリウムの濃度が基準
値範囲を上回るロットが生じた経験があった。
これは生化学用採血管は、分離剤入り採血管
を使用しているが、分離不十分やディープフ
リーズまでの時間を要した場合にカリウム濃
度が高値を示したと考えられ、検体保存の際
には注意が必要である。
アブノーマルプールは各異常血清ボトルに
プールする基準を極異常値に設定したため、
調整の際ボトル間での希釈を最小限に抑える
ことと調整濃度の予測が可能となり、作製も
簡便となった。
一度に作製するプール量は、ノーマルプー
ル・アブノーマルプール共に濃度調整後の密
封からフリーズまでの時間差が出ない程度の
量の約 150ml を 1.5ml に子分注し、密封後速
やかに均一に並べディープフリーズし、使用
時は流水で融解直後測定することを徹底した
ことが、ビリルビン高値検体を用いても値付
けされた血清濃度の安定に繋がったと考える。
作製に要した物品等、特に新規購入した物
は無く、プール血清には、廃棄検体を日本臨
床検査医学会の見解 2002 年を参考 9〜 10）とし廃
棄血清検体を利用、保存には使用済みボトル
の再利用、濾過にはフローサイトメトリーで
使用するナイロンメッシュを使用した。当検
査室に－ 80℃のディープフリーザーが設置さ
れており利用可能であったことは、安定性に
大きく関与した。
結　語
日赤検査第 45 巻第 2 号1）で報告の通り、始
業時の簡便な精度管理にこのプール血清を使
用し、現在ではAM8：00 外来採血から外来診
療に大きく貢献している。最近は地域サーベ
イや各種サーベイでプール血清が利用される
ことも少なく無い 5〜9）。プール血清の作製法は、
目的に合わせた作製法であるべきと考える。
作製をさらに簡便化する為にはシステム化
が必須である。搬送機におけるストックヤー
ドの極異常値検体ポジションの出力や各ボト
ル濃度オンライン入力による濃度調整の自動
化等が可能であれば、作製者の負担はさらに
減少すると期待される。
電解質や脂質項目・免疫項目の濃度調整が
今後の課題であるが、プール血清の作製にさ
らなる創意工夫を加え、煩雑でない作製法が
スタッフに根付く様に努力を惜しまず取り組
んで行きたい。
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